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要 :【 目 的 】 深 入 了 解 饥 对 和 白 纹 伊 蚊 Aedes albopictus 的 毒害 作用 机 理 和 和 白 纹 伊 蚊 对 极端 环境 的 适 
应 机 制 ,揭示 重金 属 胁迫 对 和 白 纹 伊 蚊 种 群发 生 、 疾 病 传播 等 可 能 存在 的 影响 ,为 卫生 害 贝 防 控 等 提 
供 参 考 依 据 。【 方 法】 分 别 用 200 mL 配制 好 的 50, 100, 200, 300 和 400 mg/L 人 锅 溶 液 对 放置 于 
320 mL 一 次 性 杯 中 长 势 一 致 的 白 纹 伊 蚊 3 AK 8A Beda d x SEE R2. h ,以 双 蒸 水 养殖 幼虫 作 
为 对 照 。 通 过 生化 方法 测定 处 理 后 12h 和 白 纹 伊 虹 幼 虫 体内 海藻 糖 、 葡 葡 糖 和 总 糖 原 含 量 以 及 可 溶 

隆 海藻 糖 酶 (TRE1) 和 膜 结合 型 海藻 糖 酶 (TRE2 ) 活力 ,并 采用 qRT-PCR 测定 这 些 幼虫 体内 海 菏 糖 
ARAA (TPS), TREI 和 TRE2 表达 量 。 【结果 】 在 200 和 300 mg/L FAALE 12 h 时 和 白 纹 
沫 糖 含 量 显著 增加 ,在 高 锅 浓 度 (300 和 400 mg/L) AE Z2 tp 35 2j 18 XE ECT E ,而 不 
同 锅 浓 度 和 急性 处 理 对 总 糖 原 含量 没有 影响 。TRE1 和 TRE2 4 A 3 4834. (300 和 400 mg/L) 处 
理 时 显著 下 降 。300 mg/L 4H 2b 52 20 TPS 相对 表达 量 达 到 最 高 值 ,7TRE1 和 TRE2 相对 表达 量 在 高 
44 JE (300 和 400 mg/L) 处 理 时 显著 下 降 ,与 酶 活力 变化 趋势 表现 一 致 。【 结论 】 当 倘 浓 度 低 于 半 
致死 浓度 (217 mg/L) 时 , 领 急性 胁迫 使 白 纹 伊 蚊 幼虫 TPS DARUM. 而 TRE 基因 则 表达 量 下 
降 ,TRE 活力 降低 ,从 而 促使 葡萄 糖 转化 为 海 汪 糖 , 通 过 海 涨 糖 的 积累 来 应 对 铺 胁 连 压 力 。 这 些 结 
果 说 明海 滞 糖 在 白 纹 伊 蚊 在 重金 属 应 激 中 起 一 定 作 用 ， BR kT VAL SH BR ABM UE 
高 应 对 锅 胁 迫 的 抗 送 能 力 。 
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Effects of heavy metal SEN. on the trehalose metabolism in Aedes 


albopictus ( Diptera. Culicidae) larvae 

YU Ling-Yuan, WEI Ying, CHEN Xu-Min, DING Yan-Juan, HU Yao-Wen, TANG Bin, WANG Shi- 
Gui” (College of Life and Environmental Sciences, Hangzhou Normal University, Hangzhou 310036, 
China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to understand the toxic effects of cadmium on Aedes albopictus and its 
adaptation to the extreme environment, and to reveal the possible effects of heavy metal stress on the 
occurrence of mosquitoes and disease transmission, so as to provide reference for the control of hygienic 
pests. [Methods] The late 3rd instar to early 4th instar larvae of A. albopictus with the same growth 
status in 320 mL disposable cups were acutely exposed to 200 mL prepared 50, 100, 200, 300, and 400 
mg/L Cd^* solution, respectively, for 12 h, and the larvae cultured in double distilled water were used 
as the control. The contents of trehalose, sucrose and total glycogen, and the activities of soluble 


trehalase ( TREI) and membrane-bound trehalase ( TRE2) in the larvae at 12 h post treatment were 
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determined by biochemical methods, and the relative expression levels of trehalose-6-phosphate synthase 
gene (TPS), TREl and TRE2 in these larvae were detected by qRT-PCR. [Results] The results showed 
that the trehalose content in A. albopictus larvae exposed to 200 and 300 mg/L Cd^* solution for 12 h 
increased significantly, while the glucose content in larvae exposed to high concentrations of Cd^* solution 
(300 and 400 mg/L) decreased significantly, as compared with the control. The acute treatment of 
different Cd^* concentrations had no effect on the total glycogen content. The activities of TREI and 
TRE2 in larvae exposed to high concentrations of Cd^* (300 and 400 mg/L) decreased significantly as 
compared with those in the control group. The relative expression level of TPS was the highest in the 300 
mg/L Cd’* treated group. The relative expression levels of TRE1 and TRE2 in larvae exposed to high 
concentrations of Cd^* solution (300 and 400 mg/L) decreased significantly as compared with those in 
the control group. [Conclusion] The acute stress of Cd^* up-regulates the expression of TPS gene in A. 
albopictus larvae when the Cd concentration is lower than the LC, value (217 mg/L), while the 
relative expression level of TRE gene and the TRE activity decrease, thereby promoting the conversion of 
glucose to trehalose and resisting the Cd^* stress by the production of trehalose. These results indicate 


that trehalose may play a role in heavy metal stress in A. albopictus larvae, which can improve the 


resistance to Cd^* stress by trehalose synthesis. 


Key words: Aedes albopictus; heavy metal; cadmium stress; trehalose; trehalose metabolism 


FASC ptis Aedes albopictus , 俗称 “ 花 斑 蚊 ”“ 亚 
Uil à BC", Jm OM H (Diptera) K ff WA 
( Nematocera ) 蚊 科 ( Culicidae ) PE It NFL ( Culicinae ) 
FRUE Aedes ,分 布 范围 广泛 ,幼虫 水 生 , 以 藻类 、 原 
生动 物 和 酵母 等 为 食 。 白 纹 伊 蚊 作 为 一 种 水 生 昆 
虫 , 有 一 定 的 耐 污 能 力 ,并 且 对 重金 属 具有 富 集 性 
(GRAZ Ale EAS, 1995) ,但 超过 它们 的 承受 能 力 则 
会 给 它们 的 生长 .发 育 和 繁殖 等 方面 带 来 毒性 危害 ， 
同时 还 有 可 能 会 造成 它们 遗传 基因 发 生 改 变 
( Medley, 2010; Talbalaghi et al., 2010; Marini et 
al., 2015)。 目 前 ,水 生动 物 毒 性 试验 动物 多 以 水 生 
软体 动物 、 鱼 类 、 水 蚤 类 等 为 研究 对 象 。Perez 和 
Noriega ( 2012, 2013, 2014) 对 埃及 伊 蚊 Aedes 
aegypti 与 重金 属 的 相关 性 进行 了 研究 ,发 现 埃及 伊 
蚊 在 重金 属 胁迫 下 , 脂 质 储备 显著 减少 并 且 重 金属 
对 幼虫 的 适应 性 和 发 育 产 生 负 面 影响 。 重 金属 污染 
是 威胁 生态 系统 健康 和 生命 支持 系统 安全 的 全 球 性 
环境 问题 。 进 入 食物 链 中 的 重金 属 不 仅 会 降低 溪流 
和 农田 生态 系统 的 昆虫 多 样 性 ,引起 昆虫 种 群 的 局 
域 性 灭绝 (Lefcort et al., 2010) , 还 能 通过 食物 链 在 
各 营养 级 间 传 递 和 生物 积累 (Cui et al., 2011) , 最 
终 威胁 人 类 的 健康 。 昆 虫 是 生态 系统 食物 链 和 食物 
网 的 重要 环节 ,在 重金 属 的 迁移 、 积 累 中 起 重要 的 调 
节 和 预警 作用 (Wan et al., 2014) 。 锅 是 当今 重金 属 
污染 中 污染 面积 最 广 、 和 危害 最 大 的 重金 属 元 素 之 一 ， 
其 饥 毒 性 大 , 鞭 积 性 强 , 易 对 无 疹 椎 动物 造成 严重 的 











































































































危害 ,尤其 是 名 胁 迫 对 昆虫 的 影响 已 引起 人 们 的 关 
注 。 环 境 中 的 锅 可 通过 摄食 和 呼吸 等 途径 进入 昆虫 
体内 ,影响 昆虫 的 生长 发 育 ,并 通过 氧化 损伤 等 途径 
诱导 细胞 凋 亡 ( 付 伟 利 等 ，2015; Krupa et al., 
2019; Sarkar et al., 2019) Mireji 等 (2010 ) 研究 发 
ATE bd EG ME T. Anopheles gambiae 中 的 毒性 超过 
铜 ` 匀 和 铅 , 且 锅 会 使 四 比 亚 按 蚊 幼 虫 和 晴 存 活 率 降 
低 ,降低 平均 寿命 和 繁殖 率 。Braeckman 等 (1997 ) 
研究 发 现 乌 会 抑制 白 纹 伊 蚊 细胞 的 增殖 。 综 上 , 直 
接 或 间接 暴露 于 重金 属 胁 迫 都 会 对 昆虫 个 体 的 生活 
史 各 阶段 和 群体 的 繁衍 产生 或 多 或 少 的 不 利 影响 
( Polkki et al., 2012; Takhelmayum and Gupta, 2015) 。 

海藻 糖 是 所 有 昆虫 的 主要 血糖 (于 彩虹 等 ， 
2008) ,存在 于 昆虫 幼虫 . 贤 和 成 虫 各 个 阶段 ,也 存 
在 于 昆虫 几乎 所 有 器 官 中 ,是 主要 的 产能 物质 和 大 
分 子 合成 基础 (Lum and Chino, 1990; Tatun et al., 
2008a, 2008b) , T RR REBEL n] DAVE Jy Fé rh UP" s HE BE 
类 物质 用 于 能 量 储备 ,又 可 以 作为 应 激 代谢 反应 的 
主要 产物 (Nwaka and Holzer, 1997; Shimakata and 
Minatogawa, 2000; Pentelute et al., 2008) ,在 昆虫 应 
对 环境 压力 胁迫 发 挥 着 重要 作用 ,相关 研究 报道 海 
落 糖 酶 能 够 通过 调节 昆虫 体内 海藻 糖 的 浓度 来 抵抗 
低温 \、 干 燥 、 热 激 、 冷 冻 、 高 渗透 性 、 氧 化 和 农药 等 逆 
境 胁迫 (Singer and Lindquist, 1998; Wood et al., 
2001; Chen et al., 2003; Aguilera et al., 2007; 
Benoit et al., 2007; Kikawada et al., 2007; Wharton, 
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2011; RMSE, 2012; Shi et al., 2016), EWR A 
现 南极 摇 蚊 Belgica Antarctica 体内 被 注射 海藻 糖 会 
提高 其 干旱 耐 受 力 (Benoit et al., 2009) ; 中 华 按 蚊 
Anopheles sinensis 体内 海藻 糖 代谢 与 生长 发 育 有 一 
定 关系 ( 刘 丽 娟 等 , 2018) ; 男 有 报道 海 漆 糖 含量 会 
影响 冈比亚 按 蚊 传 播 症 疾 能 力 (Liu et al., 2013 ) 。 
综 上 所 述 , 海 灌 糖 在 生物 抗 逆 性 应 激 中 扮演 着 重要 
的 角色 ,是 许多 昆虫 的 抗 逆 代谢 物 。 海 汇 糖 作为 昆 
虫 必需 之 物 , 参 与 了 多 种 生理 功能 ,因此 研究 昆虫 中 
海棠 糖 的 代谢 及 其 代谢 调控 具有 重要 的 理论 和 实践 
意义 。 但 是 现 阶段 人 们 对 于 白 纹 伊 蚊 甚 至 双 翅 目 昆 
虫 海藻 糖 代谢 的 研究 其 少 ,对 白 纹 伊 蚊 在 重金 属 胁 
迫 下 海藻 糖 代谢 的 研究 更 是 鲜 有 报道 。 

本 研究 采用 白 纹 伊 蚊 幼虫 作为 实验 材料 ,选取 
锅 急 性 胁迫 后 的 白 纹 伊 蚊 幼 虫 进行 海 藻 糖 含量 和 海 
落 糖 酶 活力 的 测定 ,得 到 锅 急 性 胁迫 对 白 纹 伊 蚊 幼 
虫 海藻 糖 代谢 的 影响 ; 再 从 数据 库 中 筛选 出 白 纹 伊 
蚊 的 海藻 糖 合成 酶 基因 TPS 和 海藻 糖 酶 基因 TRE 
的 序列 ,利用 qRT-PCR 方法 研究 在 不 同 浓度 锅 胁迫 
下 ,不 同龄 期 白 纹 伊 蚊 海藻 糖 合 成 酶 基因 TPS 和 海 
DBOBSBEAED] TRE 的 表达 特性 。 本 研究 了 解 铺 胁 迫 
对 白 纹 伊 蚊 幼虫 海藻 糖 合成 和 降解 的 影响 ,有 助 于 
深入 了 解 锅 对 白 纹 伊 蚊 的 毒害 作用 机 理 , 揭示 重金 
属 胁 迫 对 白 纹 伊 蚊 种 群发 生 、 疾 病 传播 等 可 能 存在 
的 影响 ,对 卫生 害虫 防 控 等 提供 参考 依据 。 









































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

白 纹 伊 蚊 引 自 中 山大 学 ,用 吸管 将 初 能 的 白 纹 
伊 蚊 幼虫 进行 分 离 , 放 入 装 有 脱 握 过夜 的 自来水 的 
FPR EVI, BE E ek JF EAR dy du B5 e ERU 
喂食 ,1 -2 龄 幼虫 用 磨 成 粉末 的 猫 粮 和 酵母 片 按 1: 
2 的 比例 混合 喂食 ,3 -4 龄 幼虫 直接 用 磨 成 粉末 的 
HAR TNR, FSC WN tl 2E POR HI AS Ao ACG TA 
工 气候 室 (浙大 求 是 科技 公司 ) ,环境 温度 26 ~ 
28°C ,相对 湿度 70% ~ 85% , 光 周 期 14L: 10D, 3p] 
化 后 的 成 虫 移入 专用 的 蚊虫 饲养 宠 内 ,以 小 白鼠 
Mus musculus 供 其 吸血 ,建立 稳定 的 实验 室 种 群 。 
1.2 和 白 纹 伊 蚊 幼 虫 染 毒 处 理 

本 实验 模拟 白 纹 伊 蚊 幼虫 在 高 浓度 锅 胁 迫 下 的 
急性 应 激 啊 应 。 实 验 前 期 按照 国家 标准 GB/T 602- 
2002 选取 氧化 锅 (CdCb“' H,0, 国药 试剂 ) Ls 
水 配制 1 g/L 的 锅 母 液 ,并 稀释 成 锅 浓 度 分 别 为 

















6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 和 600 mg/L iX 
液 , 取 200 mL FAA MTG EF 320 mL 一 次 性 杯 中 
长 势 一 致 的 3 HAR 4 龄 初期 白 纹 伊 蚊 幼 虫 进行 染 
毒 ,每 处 理 杯 中 放置 40 ~ 50 头 白 纹 伊 蚊 幼虫 以 保证 
每 头 幼虫 均匀 染 毒 ,以 双 莹 水 溶液 养殖 的 白 纹 伊 蚊 
幼虫 作为 对 照 组 。12 h 后 测 得 名 暴露 下 白 纹 伊 蚊 
幼虫 12 h 的 半 致 死 浓度 (LCso) 为 217 mg/L, 12 4 的 
致死 浓度 (LCio ) X 538 mg/L。 根 据 12 h 的 半 致 死 
浓度 ,设置 急性 锅 处 理 浓度 梯度 。 分 别 取 200 mL 不 
同 浓度 的 重金 属 铺 (50，100, 200, 300 和 400 mg/L) 
对 放置 于 320 mL 一 次 性 杯 中 长 势 一 致 的 3 龄 末期 
4 龄 初期 白 纹 伊 蚊 幼 虫 进行 急性 染 毒 处 理 12 h, DA 
不 含 锅 的 双 莹 水 溶液 作为 对 照 组 。 用 毛笔 挑 取 活 跃 
的 白 纹 伊 蚊 幼虫 0.02 ~0.04 g 于 1.5 mL EP 管 ,用 
液 氮 速冻 以 后 放置 于 - 80°C 冰箱 (Eppendorf) 备 用， 
每 组 设 3 个 重复 。 

1.3 ”海藻 糖 . 葡 萄 糖 和 总 糖 原 含量 测定 

海藻 糖 ,葡萄糖 和 总 糖 原 含量 的 测定 参考 Leyva 
等 (2008 ) 、Tatun 等 (2008a，2008b ) 和 Zhang 等 
(2017) 的 方法 并 做 适当 修改 。 分 别 对 1. 2 节 不 同 
浓度 锅 处 理 的 白 纹 伊 蚊 幼 虫 进行 冰 浴 后 加 100 pL 
PERR PER (phosphate buffer saline, PBS) 研磨 
后 超声 破碎 ; 加 入 900 pL PBS 后 4% 1 000 g 离心 
20 min; 取 350 pL 上 清 液 用 于 蛋白 含量 ,总 糖 原 和 
海藻 糖 的 含量 测定 ,再 取 上 清 液 350 pL 于 4€ 
20 800 g 超 离心 60 min; 取 超 离心 后 的 上 清 液 
350 wuL 用 于 葡萄 糖 和 和 蛋白 含量 的 测定 ; 沉淀 用 
350 pL PBS 甚 浮 , 用 于 葡萄 糖 和 和 蛋白 含量 的 测定 。 
蛋白 含量 采用 BCA 蛋白 试剂 盒 ( TaKaRa ) 进行 测定 。 

将 40 mmol/L 海藻 糖 溶液 用 PBS 稀释 为 1.6， 
0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 和 0.05 mmol/L 的 标准 
i ,制作 标准 曲线 。 取 10 pL 标准 液 或 1 000 g 离心 
上 清 液 ,加 入 10 pL 1% (v/v) H,S0,, 90C 7K% 10 
min, 冰 水 浴 3 min。 再 在 混合 液 中 加 入 10 uL 30% 
(w/v) KOH, 90% 水浴 10 min, ZK7K18 3 min, £^ 
后 加 入 200 pL 显影 剂 [0.02 g 草 酮 + 10 mL 80% 
(v/v) H,SO,], 90°C 水浴 10 min, 冰 浴 至 冷却 , 测 
定 As ,最 后 计算 海藻 糖 的 含量 。 

分 别 取 1, 2, 3, 4 和 5 pl 浓度 为 1 mg/mL 的 
葡萄 糖 标准 液 ,稀释 至 50 pL, 用 于 制作 标准 曲线 。 
分 别 取 标准 液 、20 800 g 离心 上 清 液 和 PBS 悬浮 液 
50 pL 于 1.5 mL EP 管 中 , 各 自 加 入 100 pL 葡萄 糖 
分 析 试 剂 (Glucose GO Assay Kit, Sigma) , 37° C7KY 
30 min。 再 在 混合 液 中 加 入 100 pL 2N H,SO, 终止 
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反应 ,测定 As, FFER E A E, FÉ rp S P 
HEY 20 800 g 离心 上 清 液 和 PBS 悬浮 液 中 葡萄 糖 
含量 的 和 。 

取 100 pL 1 000 g 离心 上 清 液 ,加 入 20 pL 
0.1 UZpL 演 粉 转 葡 萄 糖苷 酶 ,40 水 浴 4 h。 以 相 
同 处 理 不 加 淀粉 转 葡 萄 糖苷 酶 作为 标准 对 照 ,分 别 
取 1,2,3,4 和 5 pL 1 mg/mL 葡萄糖 标准 液 ,稀释 
至 50 pL, 用 于 制作 标准 曲线 。 取 50 pL 标准 液 或 水 
1&8 4 h 后 的 待 测 样品 50 pL, 加 入 100 pL 葡萄 糖分 
Pris ,37°C KÝ 30 min; 加 入 100 uL 2N H,S0, 终 
止 反应 ,测定 Asw; 计算 总 糖 原 的 含量 。 
1.4 海藻 糖 酶 活力 的 测定 

分 别 取 1, 2, 3, 4 和 5 pL 1 mg/mL füj 4j erp 
准 液 ,稀释 至 50 pL, 用 于 制作 标准 曲线 。 取 60 pL 
20 800 s 超 离心 后 上 清 液 和 悬浮 液 ,加 入 75 pL 
40 mmol/ Life eH Al 165 uL PBS, 37°C 7kY 60 min, 
取 50 kL 上 清 液 和 标准 液 ,加 入 100 pL 葡萄 糖分 析 
试剂 ,37% 水浴 30 min。 再 在 混合 液 中 加 入 100 uL 
2N H,SO, 终止 反应 ,测定 Asw ,计算 海 洛 糖 酶 活性 。 
以 每 ng 组 织 蛋 白 在 反应 体系 中 每 分 钟 催化 产生 
1 nmol 和 葡萄 糖 定 义 为 一 个 酶 活力 单位 (nmol glucose/ 
ug pro .min)。 
1.5 总 RNA 的 抽 提 及 cDNA 的 合成 

取 0.02 ~0.04 g 不 同 锅 浓 度 处 理 后 的 白 纹 伊 
蚊 幼 虫 分 别 置 于 1.5 mL EP 管 中 , 置 于 冰 上 ,加 100 
uL Trizol ( Lifetech Scientific Corporation, USA) ,电动 
匀 浆 器 研磨 ;补足 Trizol 至 1 mL, 用 力 振荡 3 min , 室 
温 静 置 min; 加 入 200 pL 氯仿 , 混 匀 后 静 置 10 
min, 于 4%C 12 000 g 离心 15 min; 转 移 上 清 至 新 的 
1.5 mL EP 管 ,加 入 500 pL FWE, E F BISHER], 
室温 静 置 10 min; 离 心 , 充 上 清 , 并 加 入 1 mL DEPC 
水 配制 的 75% (v/v) CBE RITE CTS E E VET DL 
淀 ,4% 7 500 r/min 离心 5 min; 倒 去 上 清 ,重复 前 一 
步骤 ;离心 后 倒 掉 上 清 , 将 离心 管 倒置 在 超 净 台 上 ， 
加 入 适量 的 RNA Free H,O 水 溶解 , 吹 打 混 匀 ,于 
- 80°C 保存 。 

提取 后 用 1% (w/v) 的 琉 脂 糖 检测 总 RNA 的 质 
量 , 然 后 用 微量 测定 分 光 光 度 计 ( NanoDrop” 2000) 
测定 提取 RNA 的 浓度 及 纯度 。 使 用 Prime Script® 
RT Reagent Kit with gDNA Eraser 试剂 盒 ( TaKaRa) 
配制 体系 ,进行 cDNA 第 1 链 的 合成 ,于 - 20°C 保存 。 
1.6 TPS 和 TRE 基因 表达 量 的 测定 

在 NCBI ( National Center for Biotechnology 
Information) Xt H Sci Re Actin ( GenBank 登录 号 : 









































DQ657949 ) 、TPS ( GenBank & 3 5: XM 
019674764. 1). TREI ( GenBank @ 3€ 5: XM 
0298609081), TRE2 ( GenBank 登录 号 : XM _ 
019699580) 序列 进行 检索 ,根据 序列 用 Primer 5 ix 
计 定 量 引 物 ( 表 1) ,qRT-PCR 引物 由 上 海 英 潍 捷 基 
有 限 公司 合成 。 对 不 同 锅 浓 度 处 理 后 的 白 纹 伊 蚊 幼 
虫 进行 qRT-PCR 检测 ,以 双 莹 水 养殖 的 白 纹 伊 蚊 幼 
虫 为 对 照 组 , 按 以 下 体系 进行 反应 : SYBR GREEN 5 
pL, primer F (10 pmol/L) 0.4 uL, primer R (10 
pmol/uL) 0.4 uL, 模板 cDNA 1 pL, RNase Free 
ddH,O 3.2 uL, PEFR: 94°C 预 变 性 3 min; 94°C 
变性 5 s, 59% 退 火 延 伸 25 s, 循 环 40 次 ;最 后 绘制 
熔 解 曲线 。 


由 














表 1 qRT-PCR 引物 
Table 1 Primers for qRT-PCR 
扩 增 产物 长 度 (bp) 


Amplification 


引物 引物 序列 (5 -3) 


Primers Primer sequences 


product size 














Actin-QF GCTACGTCGCCCTGCACTT isi 
Actin-QR =AGGAACGACGGCTGGAAGA 
TPS-QF ATGCGAAGGCGAGAAATGC T 
TPS-QR CCATCGTAATCCAGCAGTAGGG 
TREI-QF = ACCTTTCGCCAGTTCG i 
TREI-QR =ACGGGGTCCACTAAGCA 
TRE2-QF = ATGGACGCCGTGGAGACA izo 
TRE2-QR CGCAATAGTAATCCTGCTTGTCTT 

1.7 数据 分 析 


每 个 锅 浓 度 处 理 组 有 3 个 生物 学 重复 。 对 数据 
进行 正 态 分 析 和 方差 齐 性 分 析 。 采 用 IBM SPSS 20 
的 单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA ) 确定 锅 污 染 对 
白 纹 伊 蚊 海藻 糖 含量 、 糖 原 含量 .总 糖 原 含量 海藻 
糖 酶 活性 和 mRNA 表达 水 平 的 影响 ;采用 Duncan 
氏 检验 比较 不 同 处 理 组 的 差异 显著 性 , 其 中 P < 
0. 05 被 认为 有 显著 性 差异 ,P <0.01 时 则 说 明 差 异 
极 显著 。 















































2 结 


2.1 锅 对 白 纹 伊 蚊 海 藻 糖 .葡萄糖 和 总 糖 原 含 量 的 
影响 

由 图 1(A) 可 得 ,在 不 同 浓 度 重 金属 锅 急 性 胁 
迫 (12 hb) 下 , 白 纹 伊 蚊 幼虫 的 海藻 糖 含量 有 极 显 著 
285 (Fs 7 29.072, P =0. 000914 <0.01)。 在 50 
和 100 mg/L 锅 溶 液 急 性 处 理 下 , 白 纹 伊 蚊 幼 虫 体 内 
T BERE 3 LZ ZK Ak PE ZH TH EG 76 8 E 2E SR CP > 
0.05), 7E 200 Fil 300 mg/L £516 Và Ab BEND, Ej ORE 
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含量 显著 增加 (P<0.01) ,但 在 400 mg/L 时 ,海藻 在 300 和 400 mg/L PAYS P ,葡萄 糖 含量 显著 

















糖 含量 降低 。 

在 不 同 浓度 重金 属 饥 急 性 胁迫 下 , 白 纹 伊 蚊 幼 
虫 的 葡萄 糖 合 量 有 显 苦 差异 (Fs =4.972, P = 
0.0118 <0.05)。 在 50, 100 和 200 mg/L RRRA 
性 处 理 下 , 白 纹 伊 蚊 幼虫 体内 葡萄 糖 含量 与 双 蒸 水 
处 理 组 相 比 有 下 降 趋势 ,但 无 显著 差异 (已 >0.05 ) 。 
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图 1 
Fig. 1 


Cd?* concentration 











FCP «0.05) (El 1: B), 

由 图 1(C) 可 得 ,在 不 同 浓度 重金 属 饥 急 性 胁迫 
下 , 白 纹 伊 蚊 幼 虫 的 总 糖 原 含 量 有 无 显著 差异 
(F, n 21.082, 已 =0.418 >0.05) ; 随 着 锅 浴 液 处 理 
浓度 的 上 升 , 白 纹 伊 蚊 幼 虫 体 内 的 总 糖 原 含 量 上 下 
波动 ,但 差异 不 明显 (P >0.05)。 
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^ Vi) $a YR BERT 12 h 后 白 纹 伊 蚊 幼虫 体内 海藻 糖 (A) 葡萄 糖 (B) 和 总 糖 原 (C ) 含量 
Contents of trehalose ( A) , glucose ( B) and total glycogen (C) in Aedes albopictus larvae exposed 


to different concentrations of cadmium for 12 h 





VA 3 dit 4 BURKE ; COUR KTR. EP A PEE + fix (n 23) , 柱 上 不 同 小 写 和 大 写字 母 分 别 表 示 经 Duncan 氏 检 验 后 差 
异 显 著 (P<0.05) 和 极 显 著 (P<0.01)。 图 2 和 3 同 。The late 3rd instar to early 4th instar larvae were used as the test insects. The double distilled 


water was used as the control. Data in the figure are mean + SE (n 23) , and different small and capital letters above bars indicate significant difference 








(P «0. 05) and extremely significant difference ( P «0. 01) , respectively, by Duncan’ s test. The same for Figs. 2 and 3. 


2.2 XE E SL scie iS DRE S PEE A RC S 

FHP 2 (CA) nf V, RAE EIR ri E RB A CBE 
蚊 体 内 的 白 纹 伊 蚊 以 及 5 ANG BE a TERRE C12 h) 
之 间 可 溶性 海藻 糖 酶 (TRE1l ) 活力 有 显著 差异 
(F,,, 24.013, 已 =0.0183 <0.05)。 其 中 , 50, 100 
和 200 mg/L 锅 溶 液 急 性 处 理 后 , 白 纹 伊 蚊 幼虫 体内 
的 TRE1 活力 与 对 照 组 相 比 ,或 增加 或 减少 ,但 并 无 
显著 差异 (已 >0.05) 。 在 300 和 400 mg/L RR 
处 理 下 ,TRE1 活力 显著 下 降 (P <0.05)。 
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图 2 





Fig. 2 





由 图 2(B) 可 见 , 对 照 组 和 5 个 处 理 组 之 间 膜 结 
合 型 海藻 糖 酶 (TRF2 ) 活力 有 极 显 著 差 异 (F;1; = 
6.812, P=0.0068 <0.01)。0, 50 和 100 mg/L 4% 
处 理 组 TRE2 活性 较 高 , 且 在 100 mg/L f tih ZH 
时 ,TRE2 活性 达到 最 高 。200, 300 和 400 mg/L 4j 
溶液 急性 处 理 后 , 白 纹 伊 蚊 幼虫 体内 TRE2 活性 相 
比 于 对 照 组 和 低 浓度 处 理 组 (50 和 100 mg/L) 显著 
降低 (P <0.01) ,但 这 3 个 处 理 组 间 差 异 不 显著 
(P»0.05), 
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AT) fs BE Ach BED h 后 白 纹 伊 蚊 幼 虫 体 内 可 溶性 海藻 糖 酶 (A) 和 膜 结合 型 海藻 糖 酶 (B) 活力 
Activities of soluble trehalase (TRE1) (A) and membrane-bound trehalase (TRE2) (B) in Aedes albopictus larvae 














exposed to different concentrations of cadmium for 12 h 
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2.3 fA Hy TPS 和 TRE 基因 表达 量 的 
影响 

锅 急 性 胁迫 (12 h) 下 白 纹 伊 蚊 幼 虫 体 内 海藻 糖 
合成 酶 (TPS) 基因 相对 表达 量 见 图 3(A) ,不 同 浓度 
锅 处 理 对 TPS 相对 表达 量 的 影响 有 显著 差异 (FF 1; = 
2.792, P=0.0483 «0. 05) , 300 mg/L 包 处 理 组 白 
纹 伊 蚊 体内 TPS 相对 表达 量 达 到 最 高 值 , 白 纹 伊 蚊 
在 100 mg/L 锅 处 理 时 达到 最 低 值 ,其余 组 处 于 两 者 
中 间 值 并 且 没 有 显著 差异 (已 >0.05) 。 

由 图 3(B) 可 见 ,对 照 组 和 5 个 实验 处 理 组 之 间 
可 溶解 性 海 汇 糖 酶 (TRE1 ) 基因 相对 表达 量 有 显 落 
差异 (Fs;1; 23.12, P 20.0271 <0.05)。50 mg/L 
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Ti IP FAA DCCA AY TREL 相对 表达 量 达 到 最 高 
值 , 白 纹 伊 蚊 在 300 和 400 mg/L fib] TREL 相 
对 表达 量 显著 降低 ( 忆 <0.05) ,并 在 400 mg/L fij /Atb 
理 时 达到 最 低 值 。 

锅 急 性 胁迫 下 的 白 纹 伊 蚊 体内 膜 结合 型 海藻 糖 
酶 (TRE2 ) 基因 相对 表达 量 见 图 3(C) ,不 同 浓 度 锅 
处 理 对 TRE2 相对 表达 量 的 影响 有 极 显 著 差 异 
(Fs; =7. 888, P 20.001692 <0.01)。 在 对 照 组 、 
低 锅 处 理 组 (50 和 100 mg/L) 白 纹 伊 蚊 幼 虫 体内 ， 
TRE2 相对 表达 量 较 高 ,但 其 他 3 个 组 的 TRE2 相对 
表达 量 则 显著 下 降 (P <0. 01) ,其 中 ,200 mg/L 4 
处 理 组 白 纹 伊 蚊 体内 TRE2 相对 表达 量 最 低 。 
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图 3 IS EE bE 12 h 后 白 纹 伊 蚊 幼 虫 体内 TPS (A), TRE1(B) 和 7TRE2(C) 基 因 相对 表达 量 
Fig. 3 Relative expression levels of TPS( A), TRE1 (B) and TRE2 (C) in Aedes albopictus 





larvae exposed to different concentrations of cadmium for 12 h 





TPS: 海藻 糖 合成 酶 基因 Trehalose-6-phosphate synthase gene; TRE1 : 可 溶性 海藻 糖 酶 基因 Soluble trehalase gene; TRE2 ; 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 


Membrane-bound trehalase gene. 


3 讨论 





hi 


锅 是 一 种 对 水 生生 态 系统 特别 具有 生态 毒 理 作 
用 的 高 毒性 重金 属 ,其 致 突变 性 , 胚 胎 毒性 和 致 畸 潜 
力 已 被 广泛 研究 (Waisberg et al., 2003; Mendez- 
Armenta, 2007; Bernabo et al., 2017; Kournoutou et 
al., 2017) ,. EL HOO aU Al — XE AY Bs AE, PE 
一 定 程 度 上 通过 机 体 生理 生化 变化 来 减少 锅 胁 迫 对 
机 体 的 损害 。 有 研究 表明 ,昆虫 对 锅 胁迫 的 应 对 与 
能 量 代 谢 有 很 大 关系 。Moolman 等 (2007 ) 研究 表明 
昆虫 通过 减少 能 量 存储 和 增加 新 陈 代谢 速率 来 应 对 
锅 胁 迫 ,昆虫 对 生物 体 损伤 修复 和 重金 属 的 排出 是 
通过 细胞 内 能 量 消耗 。 又 有 研究 证 明了 昆虫 体内 高 







































































海棠 糖 是 昆虫 的 血糖 ,是 昆虫 的 能 量 来 源 ,在 海 
尝 糖 酶 的 作用 下 ,分解 成 为 两 分 子 葡萄 糖 ,再 进一步 
通过 糖 酵 解 为 昆虫 提供 能 量 ( Chen et al., 2010; 
Shukla et al., 2015; Xiong et al., 2016; Zhao et al., 
2016; Yang et al., 2017) 。 另 一 方面 , 海 菏 糖 在 应 对 
逆境 胁迫 时 可 作为 应 激 代谢 反应 的 主要 产物 发 挥 作 
用 (Shimakata and Minatogawa，2000; Chen et al., 
2003; Aguilera et al., 2007; Benoit et al., 2007; 
Kikawada et al., 2007; 2008 ; 
Wharton, 2011; Shi et al., 2016 )。 对 海藻 糖 与 重金 
属 胁 迫 耐 受 性 相关 的 相关 基因 的 进一步 研究 表明 ， 
当 突 变 细 胞 中 过 量 产生 海藻 糖 时 ,编码 DNA 修复 蛋 
白 、 氧 化 酶 .氧化 应 激 反 应 因子 和 转运 蛋白 的 基因 则 
































Pentelute et al., 
































浓度 的 重金 属 对 机 体能 量 代 谢 有 显著 影响 ,昆虫 需 
要 消耗 更 多 能 量 以 减少 锅 危 害 ( Bednarska and 
Stachowicz, 2013) 。 














显著 上 调 (Liu et al., 2017), REBER E AP 
6- 磷 酸 葡 萄 糖 在 TPS 的 催化 作用 下 合成 6- 磷 酸 海藻 
糖 ,然后 在 TPP 的 催化 作用 下 发 生 去 磷酸 化 生成 海 
藻 糖 。 这 个 合成 途径 在 大 多 数 生物 体内 都 有 报道 ， 
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包括 酵母 .植物 及 昆虫 ,是 昆虫 体内 海藻 糖 合成 的 最 
主要 途径 ( 攀 金 华 等 , 2013; 王 佳 等 , 2018 ) 。 本 实 
验 中 ,在 50 和 100 mg/L 包 胁 迫 白 纹 伊 蚊 幼虫 时 , 海 
藻 糖 和 葡萄 糖 含量 相 较 于 对 照 组 没有 显著 差异 并 且 
有 一 定 下 降 (图 1) ,可 能 是 白 纹 伊 蚊 通过 减少 能 量 
物资 存储 和 提高 新 陈 代 谢 速率 来 应 对 锅 的 胁迫 ;在 
200 和 300 mg 人工 重金 属 锅 处 理 时 ,海藻 糖 含量 显著 



























































含量 来 抵抗 重金 属 锅 的 胁迫 。 

在 昆虫 体内 ,海藻 糖 代谢 主要 通过 TPS/TPP 途 
径 和 TPS 单一 途径 (Tang et al., 2018) , 1 Wim 
id TPS 合成 然后 被 释放 到 血 淋 巴 中 ,通过 淋巴 循环 
输送 到 各 个 组 织 中 发 挥 功能 (Tang et al., 2010; Guo 
et al., 2015) 。 本 研究 结果 发 现 ,在 200 和 300 mg/L 
锅 处 理 时 ,7PS 表达 量 显著 增加 (图 3), H5 i6 ODE 













































































增加 ,葡萄 糖 含量 显著 下 降 ( 图 D) ,7PS 相对 表达 量 
增加 (图 3) ,说 明白 纹 伊 蚊 幼 虫 通过 TPS 高 表达 来 
进行 海藻 糖 累积 从 而 抵抗 锅 的 胁迫 ;但 在 400 mg/L 
处 理 组 海藻 糖 和 葡萄糖 含 量 ( 图 1) 均 显著 下 降 , 推 
测 可 能 是 锅 浓度 过 高 ,超过 了 白 纹 伊 蚊 幼 虫 的 应 激 
处 理 能 力 ,体现 在 能 量 储存 再 次 减少 。 男 外 , 白 纹 伊 
蚊 幼 虫 在 不 同 饥 浓 度 急 性 处 理 时 总 糖 原 含 量 与 对 照 
组 相 比 没有 差异 (图 1) , 尚 不 清楚 糖 原 是 否 参 与 以 
及 如 何 参 与 白 纹 伊 蚊 幼虫 抵抗 重金 属 锅 胁 迫 的 应 激 
反应 。 




































































含量 变化 趋势 一 致 ,说 明白 纹 伊 蚊 体 可 通过 TPS 合 
成 海藻 糖 ,用 于 抵抗 饥 胁 迫 。 海 菠 糖 酶 通过 将 海藻 
糖水 解 为 两 分 子 葡萄 糖 ,葡萄 糖 被 用 于 昆虫 的 生理 
和 生化 活动 (Ujita et al., 2011) ,同时 昆虫 抗 逆 性 适 
应 等 各 个 方面 也 通过 调控 海藻 糖 含量 来 实现 
(Nujira et al., 2008) 。 本 研究 结果 可 得 ,在 重金 
Hak BE eat 200 mg/L WY, TRE] 和 TRE2 的 表达 
著 下 调 , 且 相对 表达 量 ( 图 3) 与 对 应 的 酶 活力 ( 医 
2) 变 化 趋势 一 致 。 在 小 于 200 mg/L di Rb RINT , 海 
DOES te CH 1) 以 及 7TPS 和 TRE2 表达 量 (图 3) 无 
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海藻 糖 酶 是 昆虫 体内 重要 的 糖 酶 ,主要 分 为 可 
溶性 海藻 糖 酶 (soluble trehalase, TRE1 ) 和 膜 结合 型 
海河 糖 酶 (membrane-bound trehalase，TRE2 ) 两 类 
(Tang et al., 2014), TREI 是 一 种 胞 质 酶 , 主要 存 
在 于 细胞 质 中 ,对 循环 系统 和 消化 系统 中 的 海藻 糖 
进行 分 解 ,在 血 淋 巴 、 中 肠 和 马 氏 管 中 高 表达 
( Müller et al., 1995) 。 也 有 研究 表明 血 淋 巴 、 中 上 肠 
和 马 氏 管 等 在 昆虫 应 对 重金 属 胁迫 时 起 一 定 作 用 ， 
另 一 方面 ,TRE2 是 胞 外 酶 ,主要 存在 于 微 绒毛 或 基 
侧 膜 上 ,与 肌肉 中 的 线粒体 结合 ,脂肪 体 、 中 上 肠 和 马 
REE TRE2 进行 工作 的 主要 场所 (Mitsumasu et 
al., 2010) , TRE2 的 活性 对 于 血 淋 巴 海藻 糖 的 代谢 
可 能 是 必要 的 ,以 满足 中 肠 细胞 的 能 量 需 求 。 白 纹 
伊 蚊 进行 名 代谢 时 ,需要 将 饲 进 行 跨 膜 运输 , 而 
TRE2 作为 膜 结合 型 海藻 糖 ,可 能 在 白 纹 伊 蚊 对 锁 
进行 代谢 中 起 一 定 作 用 。 研 究 证 明 , 嗜 眠 摇 蚊 
Polypedilum vanderplanki 通过 降低 海藻 糖 酶 的 活性 
并 且 累 积 大 量 海藻 糖 来 抵抗 干燥 胁迫 ( Mitsumasu et 
al., 2010) 。 本 研究 结果 (图 2) 发 现 , 当 锅 浓 度 小 于 
200 mg/L Rf, TREI 的 酶 活力 无 明显 差异 ,但 白 纹 伊 
蚊 幼 虫 在 300 和 400 mg/L 重 金属 锅 处 理 时 ,TRE1 
活力 稍 下 降 。TREF2 的 酶 活力 在 不 同 处 理 组 之 间 差 
异 极 显著 , 低 浓 度 (50 和 100 mg/L) s Ab I 2] Ej X} 
照 组 差异 不 大 ,但 在 200, 300 和 400 mg/L 438 
时 则 TRE2 酶 活力 则 显著 下 降 , Pay a re Ye JE A 
响 了 酶 活力 。 本 研究 表明 , 白 纹 伊 蚊 幼虫 通过 降低 
海藻 糖 酶 的 活性 以 积累 海藻 糖 ,通过 提高 海藻 糖 的 



































































































































显著 变化 。 实 验 结果 显示 ,TPS 通过 高 表达 来 合成 
海藻 糖 ,而 海藻 糖 消 耗 通过 则 TRE 来 完成 。 在 最 高 
YR JE fia Ub PR F1 Se Ft CY, TPS 和 TRE2 合成 变 少 ， 
TRE 活性 降低 ,海藻 糖 和 葡萄糖 积 累 下 降 ,海藻 糖 
酶 基因 表达 受到 抑制 后 , 血 淋 巴 运送 葡萄 糖 效率 下 
降 ,从 而 降低 了 白 纹 伊 蚊 的 海藻 糖 和 葡萄 糖 的 积累 。 

综 上 所 述 ,本 研究 表明 , SHAE BE IRAE BE 
度 时 , 俩 急性 胁迫 使 白 纹 伊 蚊 海藻 糖 合成 酶 的 基因 
表达 上 调 ,而 海 洛 糖 酶 基因 则 表达 下 调 TRE REPE T 
力 降 低 , 同 时 海藻 糖 合 成 酶 基因 表达 上 调 ,从 而 促使 
葡萄 糖 转化 为 海 党 糖 ,通过 海棠 糖 的 合成 积累 来 抵 
御 锅 胁迫 压力 ,说 明海 菠 糖 在 白 纹 伊 蚊 对 重金 属 钢 
的 应 激 反应 中 起 一 定 作 用 , 白 纹 伊 蚊 幼 虫 可 以 通过 
合成 海藻 糖 从 而 提高 应 对 其 锅 胁 迫 的 抗 逆 能 
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